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1. Uvod

Koristenjem nitrita kao akceptora elektrona denitrificirajuci fosfor akumulirajuéi organizmi
(DPAOs, engl. Denitrifying phosphorus accumulating organisms) imaju znatno manju potrebu
na energiji, u usporedbi sa nitratom kao akceptorom elektrona. Metabolizam DPAQs se temelji
na anoksi¢nom unosu P u stanice DPAOs uz istovremenu denitrifikaciju. DPAOs, poput fosfat
akumulirajuéih organizama (PAOs, engl. Phosphate accumulating organisms), u anaerobnim
uvjetima unutarstani¢no pohranjuju polihidroksialkanoate (PHA, engl. Polyhydroxyalkanoates),
ukuljuCujuci polihidroksibutirat (PHB, engl. Polyhydroxybutyrate) i polihidroksivalerat (PHV,
engl. Polyhydroxyvalerate) koristenjem vanjskih izvora ugljika. Potom, u anoksi¢nim uvjetima
koriste NO,-N i/ili NOs-N kao akceptor elektrona, umjesto kisika, za unos P u stanicu
oksidacijom PHA (Kapagiannidis i sur., 2013; Peng i sur., 2011). Dvije su skupine DPAOs: (i)
DPAO-NO>-N (denitrificirajuci organizmi koji unose P preko nitrita) u kojima su kisik, NO2-N i
NOs-N akceptori elektrona, i (ii) DPAO-NOs-N (denitrificirajuéi organizmi koji unose P preko
nitrata) koji koriste kisik i NO3-N kao akceptore elektrona (Hu i sur., 2003).

Brojni autori (Peng i sur. 2011; Zhou i sur., 2007; Saito i sur., 2004; Meinhold i sur., 1999)
ukazuju na inhibiraju¢i ucinak nitrita u procesu denitrificirajuéeg unosa P, u rasponu
koncentracije 3-93,7 mg NO>-N/L.

U ovom radu odredena je brzina i ucinkovitost denitrifikacije i anoksi¢nog unosa POs-P u
procesu denitrificiraju¢e defosfatacije u vodenju procesa u statickim/anoksi¢nim uvjetima uz
NO>-N i NOs3-N kao akceptore elektrona, pri omjeru N/P 2 i uz natrijev acetat kao donor
elektrona. Uz NO,-N kao akceptor elektrona pocetna koncentracija PO4-P je 15 mg/L, dok je
pocetna koncentracija 10 mg PO4-P/L uz NOs-N kao akceptor elektrona.
Proces denitrificirajuce defosfatacije je voden u konfiguraciji staticki uvjet uz dodavanje izvora
C i anoksic¢ni uvjet uz dodavanje akceptora elektrona, NO2-N ili NOs-N, i izvora PO4-P, s ciljem
da se istrazi:
o ucinak uzimanja KPK i unutarstani¢nog pohranjivanja u obliku PHB pri statickom uvjetu
vodenja procesa (tijekom 4 sata)
o ucinak odabranog akceptora elektrona, NO,-N i NOs-N na ucinkovitost uklanjanja P u
anoksi¢nim uvjetima
o ucinak odabranog omjera C/N (C/N 3, 5i7 uz NO>-N i C/N 5i 7 uz NOs-N kao akceptor
elektrona) iz natrijeva acetat kao izvora C na ucinkovitost procesa denitrifikacije i unosa

P u stanice



2. Teorijski dio
2.1. Metabolizam DPAOs

DPAOs su odgovorni u procesu denitrificirajuce defosfatacije, a metabolizam DPAOs koji se

temelji na anaerobno-anoksi¢nom uvijetu je prikazan slikom 1.

Pri anaerobnom uvjetu (Slika 1) zbiva se:

O

otpustanje orto-fosfata (0-PQ.) iz unutarstanicno pohranjenog poliP u mijesanu
tekucinu (ML, engl. Mixed liguor) i produkcija energije kao i koriStenje te energije za
asimilaciju acetata iz ML i proizvodnju i unutarstanic¢no skadistenje polihidroksibutirata
(PHB);

asimilacija acetata iz ML u stanicu, koji je nastao fermentacijom biorazgradivog
organskog materijala i njegovo prevodenje u unutarstani¢no pohranjen PHAs (PHB);
unutarstanicno pohranjen glikogen se metabolizira glikolizom i proizvodi ATP i
reducirajuce ekvivalente (NADH,);

uzimanje acetata povezano je sa otpustanjem orto-fosfata (O-PO4), kao i magnezijvim,

kalijevim i kalcijevim kationima.

Pri aerobnom/anoksi¢énom uvjetu (Slika 1) zbiva se:

O

O

O

unos 0-PO4 u stanicu i formiranje i pohranjivanje u obliku poliP;
PHB se metabolizira dajuci energiju za rast novih stanica, unos O-PO4 kao i obnavljanje
rezervi glikogena;

pohranjeni poliP se uklanja iz sustava odvodenjem viska mikrobne biomase.

U aktivnom mulju PAOs formiraju guste, dobro taloZive flokule (Metcalf & Eddy, 2003).

ANAEROBNA FAZA AEROBNA/ANOKSIENA FAZA

* 08

>

TCA

ciklus Staniéni

rast

Glikogen

Poli fosfat
0,/NO,

H,0/NO,™

fosfat

Slika 1. Metabolizam DPAOSs



U anaerobno/aerobnom procesu anaerobna zona se naziva “selektor”, buduci da su osigurani
uvjeti povoljni za proliferaciju PAOs zbog Cinjenice da dio biorazgradivog KPK uporabe PAOs.
PAOs otpustanjem O-PO. (orto fosfata) iz stanice, iz unutarstani¢no pohranjenog poliP,
ostvaruju energiju za asimilaciju acetata u anaerobnoj zoni. Mehanizam za uzimanje acetata u
anaerobnim uvjetima nemaju aerobni heterotrofi (Metcalf & Eddy, 2003).

DPAOs u anoksi¢nim uvjetima umjesto kisika koriste nitrat ili nitrit kao akceptor elektrona za
dobivanje energije i akumulaciju P, i tako istovremeno uklanjaju nitrat/nitrit i fosfat iz otpadne
vode (Jena i sur., 2016; Kuba i sur., 1994).

Prednosti procesa denitrificiraju¢e defosfatacije pred konvencionalnim naprednim bioloSkim
procesom uklanjanja P (EBPR), je u manjoj potrebi za aeracijom za 30%, manjim zahtjevom
za izvorom ugljika za 50% i manjom produkcijom mulja za 50% (Wang i sur., 2015).

2.2. Cimbenici procesa denitrificirajuée defosfatacije

Na aktivnost DPAOs utjeCu brojni ¢imbenici, poput anoks uvjet, koncentracija mikrobne
biomase (MLSS, engl. Mixed liquor suspended solids), koncentracija otopljenog kisika (DO,
enlg. Dissolved oxygen), pH, temperatura, omjer C/P (Jena i sur., 2016; Wong i sur., 2013;
Peng i sur. 2011; Zhou i sur., 2007; Oehmen i sur., 2006; Saito i sur., 2004; Meinhold i sur.,
1999; Kuba i sur., 1994).

U istrazivanju ucinka koncentracije NO>-N odnosno NOs-N na proces unosa P istaknuto je da
je NO»-N inhibitor procesa u rasponu konc 3-93,7 mg NO,-N/L (Peng i sur. 2011; Zhou i sur.,
2007; Saito i sur., 2004; Meinhold i sur., 1999).

Strategija stupnjevitog dodavanja nitrita (step-feed strategy) osigurava nisku koncentraciju
nitirita kojom se izbjegava njegov inhibicijski ucinak. Rezultati takvog stupnjevitog dodavanja
nitrita pokazuju da brzina denitrifikacije, brzina unosa fosfora kao i omjer unesenog P prema
denitrificiranom nitiritu (anoksi¢ni P/N omjer) se povecava pri stupnjevito dodavanoj
koncentraciji nitrita 15 mg NO,-N/L. Maksimalna brzina denitrifikacije je bila 12,73 mg NO;-
N/gMLSS,h a maksimalna brzina unosa P je iznosila 18,75 mg PO4-P/gMLSS,h. Maximalan
anoksican omjer P/N je bio 1,55 mg PO4+P/mg NO.-N. Vrijednosti maximalne brzine
denitrifikacije i unosa P su manje uz nitrat kao akceptor elektrona (15 mg NO3-N/L). Medutim,
inhibicija anoksi¢nog unosa P od 64,85% i denitrifikacije od 61,25% se zbivala kad je povecana
koncentracija stupnjevito dodavanog nitrita sa 15 mg NO>-N/L na 20 mg NO,-N/L. Brzina
denitrifikacije DPAOs se postupno smanjivala pri koncentraciji 20 mg NO»-N/L. Autori su
zakljucili da strategija stupnjevitog dodavanja nitrita kao elektron akceptora osigurava
denitrificiraju¢u defosfataciju, ali je potrebno odrzavati nisku koncentracija NO.-N (< 15 mg
NO,-N/L) (Ma i sur., 2013).



U istrazivanju ucinka omjera C/P ili C/N na proces unosa P istaknuta je ovisnost unosa P o
koncentraciji elektron akceptora (kisik u aerobnim uvjetima, osnosno NO»-N i NOs-N u
anoksi¢nom uvjetu) kao i raspolozivog KPK. Iscrpljivanjem elektron akceptora prestaje unos P
i prestaje sinteza poliP te se zbiva unos organskih sastojaka iz okoline samih bakterijskih
stanica. Energija za unos tih komponenti dobiva se iz razgradnje poliP (¢ime se dobiva energija
u obliku ATP-a), ali koja takoder i sluZi za normalno funkcioniranje stanice. Unesene organske
komponente pretvaraju se u unutarstani¢ni PHB, koji u aerbonoj fazi sluzi kao izvor energije
za rast novih stanica (Wong i sur., 2013).

Ucinak koncentracije DPAOs i kompeticija PAOs i GAOs vrsta istaknuta je u istraZivanju
ucinkovitosti procesa denitrificirajuce defosfatacije. PAOs tijekom anaerobnih uvjeta organske
komponente iz okoline unose u stanice te pretvaraju u skladisni oblik energije (PHA). Energiju
za taj unos stanice dobivaju iz razgradnje unutarstanicnog poliP. Tijekom aerobnih uvjeta PHAs
se oksidiraju kako bi se dobila energija potrebna za stanicni rast, obnovu glikogena i za unos
fosfata iz okoline. GAOs takoder tijekom anaerobnih uvjeta iz okoline unose iste organske
sastojke koje unose i PAOs, te ih takoder pretvaraju u unutarstani¢ni PHA. GAOs ne otpustaju
fosfate u anaerobnim uvjetima, takoder ni ne unose fosfate tijekom aerobnih uvjeta te stoge
ne doprinose uklanjaju fosfata iz otpadne vode. GAOs su u kompeticiji sa PAOs u EBPR

sistemima (Oehmen i sur., 2006).

2.3. Mikroorganizmi u procesu denitrificiraju¢e defosfatacije

Proces bioloskog uklanjanja fosfora provode mikroorganizmi koji su sposobni unositi fosfat u
stanice u suvisku njihovih metabolickih potreba i pohranjivati ga unutarstanicno u obliku
polifosfatnog polimera (poliP). Fosfor se is sustava uklanja odvodenjem mulja sa poliP.
Biolosko uklanjanje fosfora je jeftinija alternativa u usporedbi sa kemijskim postupkom (Jena
i sur., 2016; Wang i sur., 2015; Metcalf & Eddy, 2003; Blackall i sur., 2002; Kuba i sur., 1994).
Predominantne vrste za uklanjanje P u cijeloj populaciji aktivnog mulja su skupine bakterija
Acinetobacter, Pseudomonas i Candidatus accumulibacter phosphatis, a koje se smatraju
predstavnicima PAOs (Ahn i sur., 2007; Lin i sur., 2003).

PAOs formiraju guste, dobro talozive flokule u aktivnom mulju. Anaerobna zona u
anaerobno/aerobnom procesu predstavlja “selektor” buduéi da osigurava uvjete povoljne za
proliferaciju PAOs zbog cinjenice da PAOs uporabe dio biorazgradivog KPK umjesto ostalih
heterotrofa. Ulazni biorazgradivi KPK fermentira do acetata u anaerobnoj zoni, koji je potom
raspoloziv PAOs vrstama koji za unos acetata i pohranjivanje PHB trebaju energiju koju dobiju
otpustanjem O-PO, iz poliP (Metcalf & Eddy, 2003). 1z razlike u bilanci manjeg anaerobnog



otpustanja O-PO4 i veceg aerobnog unosa O-PO; osigurava se odvodenjem viska mulja
uklanjanje P iz sustava.

U anoksi¢nim uvjetma, DPAOs umijesto kisika koriste nitrat ili nitrit kao akceptor elektrona za
dobivanje energije i akumulaciju P i tako istovremeno uklanjaju N i P iz otpadne vode (Jena i
sur., 2016).

2.4. Zakonska regulativa

Maksimalne dopustene koncentracije sastojaka u obradenoj otpadnoj vodi definirane su
zakonskim propisima (NN 80/13; NN3/16).

U Tablici 1 prikazani su neki odabrani pokazatelji kakvoce definirani prema NN80/13 i NN3/16,

a vazni za razmatranje rezultata ovog rada.

Tablica 1. Grani¢ne vrijednosti emisija onecis¢ujucih tvari u otpadnim vodama (NN80/13), za
neke odabrane pokazatelje

Pokazatelji i mjerne jedinice Izrazeni Jedinica Povrsinske Sustav javne
kao vode odvodnje
FIZIKALNO-KEMIJSKI POKAZATELJI

1. pH vrijednost 6,5-9,0 6,5-9,5

2. Temperatura °C 30,0 40,0

4. Boja bez -

5. Miris bez -

ORGANSKI POKAZATELJI

11. KPKcr 0; mg/L 125,0 ¢l. 5. ovog
Pravilnika

12. Ukupni organski ugljik (TOC) C mg/L 30,0 -

ANORGANSKI POKAZATELJI

56. Ukupni fosfor P mg/L 2,0 (1,0 jezera) ¢l. 5. ovog
Pravilnika

59. Ortofosfati P mg/L 1,0 (0,5 jezera) =

60. Ukupni dusik N mg/L 15,0 ¢l. 5. ovog
Pravilnika

61. Amonij N mg/L 10,0 -

62. Nitriti N mg/L 1,0 10,0

63. Nitrati N mg/L 2,0 -




3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJAL I METODE

3.1.1. Omjer C/N/P — elektron donor, elektron akceptori i fosfat

Izvor ugljika, donor elektrona, je natrijev acetat (NaC;Hs0.), odvagan u odgovarajucoj kolicini
za odabrani omjer C/N i dodan na pocetku ciljanog pokusa, te je tijekom 4 sata statickog
perioda pokusa motrena koncentracija organskih sastojaka (KPK).

Izvor fosfata (PO4+—P) je vodena otopina kalijeva dihidrogen fosfata (KH,PO4). Nakon stati¢kog
perioda od 4 sata pokusa, u ciljani pokus u odgovarajucoj kolicini dodana je vodena otopina
sa PO4-P te je pri 100 rpm voden proces u anoksi¢nim uvjetima.

Kao elektron akceptori uporabljeni su NO.-N odnosno NOs-N, priredeni kao vodene otopine
NaNO; i KNOs, te ovisno o ciljanom pokusu (denitrificirajuca defosfatacija preko nitrata ili preko
nitrita) u odgovarajucoj koliCini dodana je otopina NO,-N odnosno NOs-N istovremeno kada i
PO4-P i proces je voden u anoksi¢nim uvjetima.

U pokuse u anoksicnom periodu je dodana i otopina 0,3 ml/L elemenata u tragovima, na
pocetku pokusa, sastava: EDTA (10 g/L), FeSO4 7H,0 (1,54 g/L), H3BOs (150 mg/L), CuSO.
7H.0 (30 mg/L), MnCl; 4H,0 (120 mg/L), KI (180 mg/L), Na,MoO4 2H,0 (60 mg/L), ZnSO4
7H,0 (120 mg/L), CoCl; 6H,0 (150 mg/L).

U statickom periodu pokusa motrena je koncentracija KPK, a u anoksi¢cnom periodu procesa
motrena je koncentracija KPK, PO4-P, NO»-N, NOs-N, te pH, otopljeni kisik (DO, engl. Dissolved
oxygen) i temperatura.

Pokusi su vodeni uz pocetnu koncentraciju 15 mg PO4-P/L uz NO.-N kao akceptor elektrona,
odnosno 10 mg PO4-P/L uz NO3-N kao akceptor elektrona, pri omjeru N/P 2, i pri omjerima
C/N3,5i7.

Odredena je koncentracija mikrobne biomase i iznosila je 3,8+0,2 gMLSS/L.

3.1.2. Batch pokusi denitrificirajuce defosfatacije u konfiguraciji procesa
staticki/anoksicni uvjeti, uz NO>-N i NOs-N kao akceptore elektrona

Pokusi denitrificirajuce defosfatacije su vodeni uz NO,-N i NOs-N kao akceptore elektrona, sa
muljem uzetim iz SBR (engl. Sequencing batch reactor) tijekom “steady state” na kraju
aerobne faze procesa. Mulj je prije provodenja pokusa opran vodovodnom vodom u tri
uzastopna ponavljanja.

Diskontinuirani pokusi su provedeni u laboratorijskim ¢asama radnog volumena 500 mL, pri
100 o/min, pri temperaturi 25+2 °C. Tijekom pokusa nije korigiran pH.

U laboratorijske ¢ase, na pocetku ciljanog pokusa, u mijeSanu tekucinu (ML, engl. Mixed liquor)
dodan je izvor C (natrijev acetat) za odabrani ciljani omjer C/N te je tijekom 4 sata pokus
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voden u statickim uvjetima uz promijeSan sadrzaj u ¢asama tijekom 5 s svakih 15 min. Nakon
perioda 4 sata u statickim uvjetima u ML je dodana odgovarajuca koli¢ina izvora P i N (ovisno
o ciljanom pokusu otopina sa NO>-N, odnosno NOs-N) i otopina elemenata u tragovima, te je
na magnetskoj mjesalici pri 100 o/min voden pokus pri anoksi¢nim uvjetima.

U odgovaraju¢im vremenskim intervalima, tijekom pokusa, uzimana je odredena koli¢ina ML
za analiticko odredivanje koncentracije KPK, NOs-N, NO,-N i PO4-P. Koncentracija mikrobne
biomase izrazena kao MLSS (engl. Mixed liguor suspended solids) odredivana je povremeno.
Stalno su motreni pH, DO i temperatura jer su u CaSe postavljene elektrode za njihovo
odredivanje. Za dokazivanje polifosfata (poliP) uporabljena je metoda bojanja po Neisseru
(Eikelboom i van Buijsen, 1983). Pokusi su vodeni u tri paralele. Rezultati predstavljaju srednju
vrijednost xstandardna devijacija.

3.1.3. Aparatura i pribor

U provodenju pokusa denitrificirajuce defosfatacije u konfiguraciji procesa staticki/anoksicni
uvjeti uz NO2-N i NOs-N kao akceptore elektrona uporabljena je aparatura navedena u tablici
2. U provodenju pokusa i analitickih metoda uporabljeno je i standardno laboratorijsko posude,
pribor i materijal, poput laboratorijske staklene CasSe, pincete, stalci, kleme, pipete, silikonske

cijevi, filter papir i drugo.

Tablica 2. Aparatura uporabljena u pokusima uklanjanja POs-P tijekom denitrificirajuce
defosfatacije u konfiguraciji procesa staticki/anoksicni uvjeti uz NO.-N i NOs-N kao akceptore

elektrona
Aparat Proizvodac
Kisikova elektroda i mjerni aparat DurOx, WTW Oxi3210
pH elektroda i mjerni aparat SenTix41, WTW 330i
Magnetske mjesalice Thermo Scientific, Supernuova
Spektrofotometar Spectroquant VEGA 400 Merck
Fotometar Photometer SQ 200 Merck
Svjetlosni mikroskop Meiji
Grijace tijelo - termoblok Thermoreactor TR 300 Merck
Sustav za vakuum filtraciju Sartorius
Vlagomjer Kern MLS-D
Analiticka vaga METTLER AJ150
Kvarcne kivete Merck
Titrator — digitalna biretta Solarus, Hirschman-Laborgerate
Dispenzeri Ceramus Classic, Hirschman-Laborgerdte
Sterilizator/SusSionik Instrumentaria ST-05

laboratorijski stakleni, metalni i plasti¢ni pribor




Kemikalije uporabljene u provedbi pokusa prikazane su u tablici 3. Sve su kemikalije p.a.
Cistoce.

Tablica 3. Kemikalije uporabljene u provedbi pokusa (sve p.a. Cistoce):

Kemikalija Proizvodac
NaC2H302 GRAM-MOL
KH2PO4 Merck
KNO3 Merck
NaNO; Merck
H2S04 GRAM-MOL
Ag2S04 Kemika
HgSO4 Kemika
KoCr20; Kemika
(NH4)2Fe(S04),x6H,0 Kemika
1,10-fenantrolinij-klorid monohidrat Kemika

KCl Alkaloid
EDTA Merck
FeSO4 7H.0 Merck
H3BOs Merck
CuSO4 7H,O Merck
MnCl; 4H,0 Merck

KI Merck
Na;Mo0O4 2H,0 Merck
ZnS0O4 7H20 Merck
CoCl; 6H,0 Merck
Metilen plavo Merck
Etanol, 96% Merck
Octena kiselina (glaciale) Merck
Kristal-violet Merck
Krisoidin y Merck

3.2. ANALITICKE METODE
Prije provodenja analitickih metoda uzorci su uzimani u odredenim vremenskim intervalima i

filtrirani kroz filter papir veli¢ine pora 0,45 pm.

3.2.1. Odredivanje koncentracije fosfata
Fotometrijski, pomocu kivetnog testa Merck Spectroquant 1.14842, odredivan je fosfat u obliku
ortofosfata (PO4-P). Metoda je analogna APHA 4500-P C.



Odreduje se koncentracija zuto obojenog molibdovanadat fosforne kiseline nastao reakcijom
iona ortofosfata s amonijevim vanadatom i amonijevim heptamolibdatom.

Postupak: 5 mL prethodno filtriranog i po potrebi razrijedenog uzorka se odpipetira u staklenu
kivetu i doda 1,2 mL PO4-1 reagensa. Kiveta se zatvori i promijeSa. Koncentracija PO4-P u mg/L
se odreduje mjerenjem na spektrofotometru, nakon 10 minuta reakcijskog vremena.

Pribor:

Staklene kivete s ¢epovima

Varijabilna ru¢na pipeta Eppendorf s nastavcima

Kivetni testovi Merck Spectroquant 1.14842 (0,5-30 mg POs-P/L)

Spektrofotometar, Spectroquant VEGA 400, Merck

Kvarcne kivete, Merck

3.2.2. Odredivanje koncentracije nitrata

Nitrat je odredivan pomocu kivetnih testova Merck Spectroquant 114773. Primjena metode: U
koncentriranoj sumpornoj kiselini ioni nitrata reagiraju s derivatima benzojeve kiseline i
formiraju crvene nitro spojeve koji se odreduju fotometrijski.

Postupak: 1,5 mL uzorka prethodno filtriranog i po potrebi razrijedenog odpipetira se u
staklenu kivetu i doda jedna Zli¢ica NOs-1K reagensa. Kiveta se zatvori i mijeSa dok se reagens
ne otopi, te doda 5 mL konc. H,SO4. Koncentracija NOs-N u mg/L odreduje se mjerenjem na
spektrofotometru, nakon 10 minuta reakcijskog vremena.

Pribor:

Staklene kivete s Cepovima

Varijabilna ru¢na pipeta Eppendorf s nastavcima

Kivetni testovi Merck Spectroquant 114773 (0,2-20 mg NOs-N/L)

Spektrofotometar, Spectroquant VEGA 400, Merck

Kvarcne kivete, Merck

3.2.3. Odredivanje koncentracije nitrita

Nitrit je odredivan pomocu kivetnih testova Merck Spectroquant 1.14776. Metoda je analogna
EPA 354.1, US Standardnim metodama 4500-NO>'B, i EN 26 777.

Metoda se temelji na reakciji nitrita sa sulfanilnom kiselinom uz nastanak diazonijeve soli, koja
reagira s N-(1-naftil) etilendiamin dihidroklorom i tvori crveno-ljubicastu azo boju Ciji intenzitet
se odreduje fotometrijski.

Postupak: 5 mL uzorka prethodno filtriranog i po potrebi razrijedenog odpipetira se u staklenu
kivetu i doda jedna Zlicica NO,-1 reagensa. Kiveta se zatvori i mijeSa dok se reagens ne otopi.
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Koncentracija NO,-N u mg/L odreduje se mjerenjem na spektrofotometru, nakon 10 minuta
reakcijskog vremena.

Pribor:

Staklene kivete s ¢epovima

Varijabilna ru¢na pipeta Eppendorf s nastavcima

Spektrofotometar, Spectroquant VEGA 400, Merck

Kivetni testovi Merck Spectroquant 1.14776 (0,002-1 mg NO>-N/L)

Kvarcne kivete, Merck

3.2.4. Odredivanje kemijske potrosnje kisika (KPK)

Titrimetrijska metoda 5220C (Closed Reflux, Titrimetric method), prema Standard Methods
(APHA 1995), je uporabljena za odredivanje KPK.

Uzorak se spaljuje u kiseloj sredini, uz srebro sulfat (Ag,S04) kao katalizator i Zivin sulfat
(HgS04) za izbjegavanje interferencije nekih anorganskih spojeva poput klorida. SuviSak
kalijeva bikromata titrira se otopinom feroamonijeva sulfata (FAS), ((NH4).Fe(S04)2x6H.0), uz
dodatak feroina kao indikatora, [jednadzba 1].

6Fe?* + Cr,02™ + 14H* - 6Fe3* 4+ 2Cr3* + 7H,0 [1]

Postupak: Uzorak (2 mL) se odpipetira u staklenu kivetu, te doda otopina K,Cr,O07+ HgS04 (1,2
mL) i otopina Ag»S04 + H,S0s4, (2,8 mL). Pazljivo se kiveta zatvori, promijeSa, i sadrzaj spaljuje
u termoreaktoru pri 150 °C/1h. Ostavi se na tamnom da se ohladi na sobnu temperaturu.
Titrira se otopinom FAS (0,1 mol/L), uz feroin kao indikator, do promjene boje iz plavo/zelene
u smede/crvenu. Slijepa proba se radi na isti nacin sa destiliranom vodom. Faktor otopine
feroamonijeva sulfata se odredi poput slijepe probe, ali se uzorak ne digestira.

Faktor otopine racuna se prema jednadzbi [2].

=2 [2]

Vfas

gdje je:
1,2 - volumen (mL) otopine K;Cr,O; + HgSO4
Vias - volumen (mL) FAS otopine utroSene za titraciju

KPK vrijednost se raCuna prema jednadzbi [3].

KPK [mgOz] _ (V1=V,)xcxfx8000 [3]

L Vuzorka

gdje je:

Vi-volumen [mL] FAS utroSen za titraciju slijepe probe
V,-volumen [mL] FAS utroSen za titraciju uzorka

c-koncentracija FAS (0,1 mol/L)
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f-faktor otopine FAS

Pribor:
Staklene kivete s ¢epovima

Varijabilna ru¢na pipeta Eppendorf s nastavcima
Digestor, Merck Thermoreactor TR 300
Titrator - Digitalna biretta Solarus, Hirschman-Laborgerate

3.2.4. Odredivanje pH vrijednosti

Tijekom mikrobnih procesa pH je motrena pomocu pH-metra WTW 330i i pH elektrode
SenTix41.

pH elektroda je tijekom pokusa bila uronjena u ML, a vrijednost pH je ocitavana sa zaslona
mjernog aparata. Umjeravanje elektrode (kalibracija) je provodena svakodnevno, uranjanjem
pH elektrode u pufer otopinu s pH 4, pH 7 i pH 10 prema uputama proizvodaca. Nakon
zavrSetka mjerenja elektroda je isprana destiliranom vodom te ¢uvana u otopini elektrolita,
zasicenoj otopini kalijeva klorida.

Pribor:

pH elektroda WTW SenTix41

pH-metar WTW 330i

Kemikalije:
Puffer otopina, WTW, Buffer solution pH 4, pH 7 i pH 10

3.2.5. Odredivanje koncentracije otopljenog kisika

Koncentracija otopljenog kisika odredivana je pomocu kisikove elektrode DurOx i mjeraca
otopljenog kisika WTW Oxi3210. Instrument je prije upotrebe umjeren prema uputama
proizvodaca. Elektroda je tijekom trajanja mikrobnog procesa bila uronjena u ML te je
vrijednost koncentracije otopljenog kisika prikazana na zaslonu uredaja, u mg/L ili % zasiéenja.

3.2.6. Odredivanje temperature
Temperatura je tijekom procesa odredivana pomocu temperaturnog senzora s kisikove
elektrode (WTW Oxi3210 i DurOx) i pH elektrode (WTW 330i i SenTix41), oitavanjem sa

zaslona uredaja.
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3.2.7. Odredivanje ukupne suspendirane tvari (TSS) i ukupne organske
suspendirane tvari (VSS)

Postupak:

Nakon filtriranja poznatog volumena uzorka primjenom vakuum sisaljke kroz prethodno
izvagani stakleni filter papir, filter papir sa talogom se stavlja u aluminijsku posudicu za susenje
te nakon zavrSenog procesa na displeju ocita koli¢ina suhe tvari u g/L.

Najcesce koristeni filter za odredivanje TSS je Whatmanov filter od staklenih viakana (engl.
Whatman glass fiber filter) kojemu je veli¢ina pora oko 1,58 pm. VSS su Cestice koje su hlapive
i izgorene pri spaljivanju TSS (pri 500+50 °C).

Ukupna organska suspendirana tvar (VSS) se odreduje spaljivanjem na plamenu filter papira
s talogom nakon odredivanja TSS, te nakon toga Zarenjem u mufolnoj peci na 500 °C cca 3h.
Nakon zarenja, ostatak (pepeo) se hladi u eksikatoru prije vaganja.

Razlika mase filter papira s talogom nakon zarenja i Cistog filter papira predstavlja ukupnu
anorgansku suspendiranu tvaru (ISS, engl. Inorganic Suspended Solids), prema jednadzbi [4].

8| _ Mzareni m ~M¢isti f
ISS [L] a V (mL) uzorka X 1000 [4]

VSS predstavlja razliku TSS i ISS, prema jednadzbi [5]
VSS = TSS - ISS [g L] [5]

Pribor:
Vlagomijer, Kern MLS-D

Sustav za vakuum filtraciju, Sartorius
Filter papir (1,6 um, GF/A, Whatman)
Aluminijske posudice, KERN MLB-AQ1
Porculanske zdjelice

Eksikator

Susionik

Mufolna pec

Analiticka vaga

3.3. MIKROBIOLOSKE METODE

3.3.1. Metoda bojanja po Neisseru — odredivanje poliP

Metoda bojanja po Neisseru uporabljena je za odredivanje poliP, po metodi Eikelboom i van
Buijsen, 1983.
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Kapljica aktivnog mulja stavi se na predmetno stakalce, Cisto i odmaséeno provlacenjem
predmetnice kroz plamen. Preparat se osusi na sobnoj temperaturi. Osuseni razmaz fiksira se
provlatenjem predmetnice tri puta kroz plamen. Na fiksirani razmaz nanese se svjeze
pripremljena mjeSavina 2 dijela otopine A i 1 dio otopine B 10-15 sekundi. Visak boje se pusti
da otece sa stakalca. Potom se nanese otopina C na 45 sekundi te ispere vodom. Stakalce se
ostavi da se osusi. Promatra se pod svjetlosnim mikroskopom.

Unutarstanicni poliP se vide kao tamno-ljubi¢asto obojana volutinska zrnca unutar bakterijske
stanice.

Reagnesi potrebni za provedbu bojanja po Neisseru navedeni su u tablici 4.

Tablica 4. Reagensi uporabljeni za metodu bojanja po Neisseru

Otopina A

Metilen plavo 0,1g
Etanol 96% 5,0 mL
Octena kiselina (glaciale) 5,0 mL
Destilirana voda 100,0 mL
Otopina B

Kristal-violet (10% u 96% etanolu) 3,3mL
Etanol 96% 6,7 mL
Destilirana voda 100,0 mL

Nakon pripreme pomijesati dva dijela otopine A i jedan dio otopine B

Otopina C
Krisoidin Y (1% vodena otopina) 33,3 mL
Destilirana voda 100,0 mL

3.4. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost(X) pojedinanog parametra, prema jednadzbi

[6]:

o1
X:N;Xi [6]

s pripadajucim standardnim pogreSkama Sy , prema jednadzbi [7]:

. [Zox o

13



N = ukupan broj mjerenja

x = pojedinacne vrijednosti mjerenja

Statisticki znacajnim smatrane su razlike za koje je stupanj vjerojatnosti p<0,05.

Statisticka analiza podataka provedena je koriste¢i Microsoft Excel 2011 (Redmond,
Sjedinjenje Americke Drzave) i StatSoft Statistica 7.0 (Tulsa, Sjedinjene Americke Drzave).
Dobiveni podatci su izrazeni u obliku srednja vrijednosttstandardna devijacija srednje
vrijednosti. ViSestruka usporedba provedena je ANOVA analizom varijance s odredenim

intervalom pouzdanosti p<0,05.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

Pokusi denitrificirajuce defosfatacije uz NO,-N i NOs-N kao akceptore elektrona, u konfiguraciji
staticki/anoksicni uvjet, su provedeni s ciljem da se istrazi:
o vaznost i uc¢inak statickog perioda procesa — ucinak uzimanja KPK i unutarstani¢nog
pohranjivanja u obliku PHB pri statickom uvjetu vodenja procesa (tijekom 4 sata)
o ucinak odabranog akceptora elektrona, NO,-N i NOs-N na ucinkovitost uklanjanja P u
anoksi¢nim uvjetima pri odabranom omjeru N/P 2
o ucinak odabranog omjera C/N (C/N 3, 5 i 7) iz natrijeva acetata kao izvora C na

ucinkovitost procesa denitrifikacije i unosa P u stanice

Istaknuto je da brojni cimbenici utjeCu na proces denitrificiraju¢e defosfatacije, poput vrste i
koncentracije izvora C, koncentracija NO,-N i NOs-N, pH, DO, vrijeme zadrzavanja mulja (SRT,
engl. Sludge retention time), koncentracija GAOs, anaerobna faza procesa, i drugo (Li i sur.,
2017; Jena i sur., 2016; Wang i sur., 2015; Liu i sur., 2014; Taya i sur., 2013; Frison i sur.,
2013; Pan i sur., 2013; Freitas i sur., 2009; Ya-yi i sur., 2007; Hu i sur., 2002).

Proces denitrificirajuce defosfatacije u obradi otpadnih voda predstavlja odrZiv proces u kojem
se rjeSava problem kompeticije za organskim supstatom (izvorom ugljika), smanjuje produkcija
mulja i vrijeme reakcije (Wang i sur., 2015).

Dizajn pokusa denitrificirajuée defosfatacije uz NO»-N i NOs-N kao akceptore elektora u

konfiguraciji staticki/anoksicni uvjet prikazan je slikom 2.

Slika 2. Dizajn pokusa denitrificirajuce defosfatacije uz NO2-N i NOs-N kao akceptore elektora

u konfiguraciji staticki/anoksicni uvjet
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4.1. Denitrificiraju¢éa defosfatacija uz NO2>-N kao akceptor elektrona u
staticko/anoksicno vodenom procesu

Tijekom statickog uvjeta (4 sata) pokusa denitrificiraju¢e defosfatacije u konfiguraciji
staticki/anoksicni uvjet, na pocetku pokusa uz odabrani pocetni omjer C/N 3, 5 i 7 ostvaren
dodatkom odgovarajuée koli¢ine natrijeva acetata postignuto je tijekom statickog perioda
pokusa od 4 sata smanjenje KPK za oko 15-18% u odnosu na pocetnu vrijednost (Tablica 5).
Pokusi denitrificiraju¢e defosfatacije uz NO,-N kao akceptor elektrona su provedeni pri omjeru
N/P 2, uz pocetnu koncentraciju 15 mg PO4-P/L. U svim pokusima NO»-N, akceptor elektrona,
je dodan u koli¢ini da odgovara pocetnoj koncentraciji 30 mg NO,-N/L. Tijekom anoksi¢nog
perioda procesa zbivalo se istovremeno unos P, denitrifikacija i smanjenje koncentracije KPK
(Tablica 5).

Tablica 5. Uklanjanje C, N i P tijekom denitrificirajuce defosfatacije uz NO»-N kao akceptor

elektrona u staticko/anoksi¢no vodenom procesu

staticki uvjet anoksican uvjet — NO>-N akceptor elektrona

KPK uklanjanje P unos N uklanjanje KPK uklanjanje
C/N3 18 % 75,8 % 100 % 70,3 %
C/N5 15 % 74,5 % 100 % 36,9 % — suviSak KPK
C/N7 17 % 75,6 % 100 % 37 % — suviSak KPK

U statickom uvjetu vodenja procesa, tijekom 4 sata, zbiva se smanjenje koncentracije KPK od
15-18% u odnosu na pocetnu vrijednost, a daljnjim vodenjem procesa u anoksi¢nim uvjetima,
tijekom daljnjih 1,5 sati procesa zbiva se daljnje uklanjanje KPK istovremeno uz uklanjanje N
i P (Tablica 5).

Unos P je neovisan o omjeru C/N, i kada je utroSen sav raspolozivi elektron akceptor (NO2-N)
zabiljeZen je unos P od 74,5-75,8%, za istrazene omjere C/N 3, 5i 7 (Tablica 5).

U pokusima pri C/N 5 7 izvor C (organski sastojak) je dodan u suvisku i preostaje u obradenoj
otpadnoj vodi nakon provedenog procesa (Tablica 5).

O vaznosti provodenja anaerobne faze procesa bioloSkog uklanjanja P u procesu EBPR tijekom
koje se generira — nakuplja PHB, i koji proliferira PAOs vrste, ukazuju brojni autori (Jena i sur.,
2016; Kapagiannidis i sur., 2013; Peng i sur., 2011; Metcalf & Eddy, 2003)

Wong i sur. (2015), svojim su eksperimentima utvrdili da je tijekom anoksicnih uvjeta unos
fosfora 1,31 mg/mg NOs-N. Pokazali su u rezultatima da se iz otpadnih voda uklanja 83%
fosfora i 64% dusika.

Lépez-Vazquez i sur. (2008), navode da se postize razli¢iti unos fosfata ovisno o uvjetima,

anoksicni i aerobni uvjeti, u kojima se mikroorganizmi nalaze. Prosjecni unos fosfata tijekom
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aerobnih uvjeta iznosio je 10+4 mgPO4-P/gVSS/h, dok je pri anoksi¢nim uvjetima on iznosio
3+2 mgPO4+-P/gVSS/h. Na temelju tih podataka izraCunat je omjer unosa fosfata u
anoksicnim/aerobnim uvjetima te je fluktuirao izmedu 48% do nizih vrijednosti od 9% pa ¢ak
i dosegnuo 0% (prosjeCan unos fosfata u anoksi¢nim/aerobnim uvjetima iznosio je
24%+16%).

Jena i sur. (2016), utvrdili su da je tijekom 10 dana provodenja eksperimenta 58,4% (~17
mg/L) fosfata uklonjeno unosom u bakterijske stanice tijekom duge anoksi¢ne faze. Daljnjim
provodenjem procesa reaktor je poprimio stabilnu vrijednost unosa fosfata u bakterijske
stanice koji je iznosio 86,7% (~27 mg/L). Uklanjanje nitrata tijekom anoksi¢ne faze u danima
1.-10. iznosio je oko 80%, a postepeno se povecavao do 98% (~995 mg/L).

Rezultati eksperimenata ovog rada prikazali su slican unos fosfata u bakterijske stanice. U
nasim je eksperimentima taj unos bio do 76% (NO,-N akceptor elektrona) i do 50% (NOs-N
akceptor elektrona). Takoder, postignuti rezultati su sli¢ni i u uklanjanja nitrita i nitrata.
Promjene KPK, POs-P, NO>-N, kao i pH za istrazene odabrane omjere C/N 3, 5i 7 u procesu
denitrificirajue defosfatacije uz NO,-N kao akceptor elektrona u staticko/anoksi¢no vodenom
procesu su prikazani slikama 3-5.

Promjene KPK su prikazane tijekom stati¢kog i anoksi¢nog perioda procesa, a promjene NO,-

N, POs-P i pH tijekom anoksi¢nog perioda procesa (Slike 3-5).
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Slika 3. Promjene KPK (staticki i anoksicni period procesa), POs-P, NO2-N i pH (anoksicni period
procesa) tijekom procesa denitrificirajuée defosfatacije uz NO»-N kao akceptor elektrona u

staticko/anoksi¢no vodenom procesu, pri N/P 2 i C/N 3.
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Slika 4. Promjene KPK (staticki i anoksicni period procesa), POs-P, NO.-N i pH (anoksicni period

procesa) tijekom procesa denitrificirajuée defosfatacije uz NO»-N kao akceptor elektrona u

staticko/anoksi¢no vodenom procesu, pri N/P 2 i C/N 5.
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Slika 5. Promjene KPK (staticki i anoksicni period procesa), POs-P, NO2-N i pH (anoksicni period

procesa) tijekom procesa denitrificirajuée defosfatacije uz NO»-N kao akceptor elektrona u

staticko/anoksi¢no vodenom procesu, pri N/P 2 i C/N 7.
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Pokusi denitrificiraju¢e defosfatacije uz NO,-N kao akceptor elektrona, u konfiguraciji
staticki/anoksicni uvjet pri omjeru C/N 3, 5i 7 su pokazali da je tijekom staticke faze utroSeno
18%, 15% odnosno 17% pocetne KPK vrijednosti (Tablica 5, Slike 3-5).

Bududi da jedino DPAOs i GAOs imaju sposobnost unosa VFA u svoje stanice u anaerobnim
uvjetima, koli¢ina utroSenog acetata ukazuje na njihov udio u aktivnom mulju.

Xu i sur. (2013) su u svojim pokusima pokazali da je staticna faza analogna anaerobnoj fazi
EBPR procesa obzirom na promjene acetata, PHB i poliP.

U pokusima zavrSnog rada je u statickoj fazi zabiljezen unos acetata, medutim bez otpustanja
ortofosfata u ML. U anoksi¢noj fazi je dalje utroSeno 70,3%, 36,9% i 37% KPK pri odabranim
omjerima C/N 3, 5i 7, pri tome je na kraju pokusa preostalo 41,3 mg KPK/L, 183,7 mg KPK/L
odnosno 272,4 mg KPK/L. U pokusima pri sva tri istraZena odabrana omjera C/N postignuto je
potpuno uklanjanje NO,-N.

Denitritacija se odvijala brzinom od 26,2 mg NO,-N/Lh (Slika 3), 26 mg NO,-N/Lh (Slika 4) i
23 mg NO.-N/Lh (Slika 5) za odabrane omjere C/N 3, 5i 7. Unos PO4-P u DPAOs je neovisan
o pocetnom omjeru C/N, za istrazene omjere C/N 3, 5i 7, i nalazi se u uskom rasponu
vrijednosti 74,5-75,8% (Slike 3-5, Tablica 5).

Pri C/N omjeru 3 (Slika 3, Tablica 5) je u istom trenutku, u 5. satu, utroSen raspolozivi KPK,
denitrificiran je nitrit i time je zavrsSio i unos P u stanice DPAOs. Rezultati su pokazali da je taj
omjer C/N 3, za istrazen odabran omjer N/P 2, minimalan omjer C/N potreban za potpunu
denitritaciju 30 mg NO.-N/L, a pri tome je ostvareno 75,8% uklanjanje POs-P.

Omijeri C/N 5i 7 (Slike 4 i 5, Tablica 5) su osigurali raspolozivu koli¢inu organskih sastojaka
dodanih u suvisku potreba, i nakon zavrsene denitritacije preostaje KPK u obradenoj vodi. KPK
dodan u suvisku pri C/N 5 i 7 ima ucinak na denitritaciju na nacin da se brzina denitritacije
smanjuje s povec¢anjem omjera C/N, a naravno zbiva se potpuna denitritacija. Istovremeno,
raspoloziva koli¢ina KPK dodana u suvisku nema ucinka na uklanjanje PO4-P.

Unos PO4-P uz NO2-N kao akceptor elektrona pri istrazenim odabranim omjerima C/N 3, 5i 7
je bio najintenzivniji tijekom prvih 30 minuta anoksi¢nih uvjeta, te je u prvih pola sata
anoksic¢nih uvjeta postignuto ¢ak 55,4%, 55,4% i 56,1% unos P. I u rezultatima Jena i sur.,
(2016) je vidljivo najintenzivnije uklanjanje P u prvoj treéini anoksicne faze, a zatim se
uklanjanje P odvijalo manjim intenzitetom.

Brzine uklanjanja P su iznosile 11,9 mg P/Lh, 11,7 mg P/Lh i 9,2 mgP/Lh pri C/N omjerima 3,
5i 7 (Slike 3-5).

U ovako vodenoj konfiguraciji procesa staticki/anoksicni uvjet denitrificiraju¢e defosfatacije uz
NO,-N kao akceptor elektrona dodan za omjer N/P 2 (Slike 3-5, Tablica 5), uz pocetnih 15 mg
PO4-P/L, unos PO4-P u stanice DPAOs nije bio limitiran niti kolicinom elektron donora (natrijev
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acetat dodan pri omjeru C/N 3, 5 7), niti po¢etnom koncentracijom elektron akceptora — NO,-
N (NO2-N dodan da odgovara po¢etnom omjeru N/P 2).

U literaturi je istaknuto da NO,-N moZe imati inhibicijski ucinak na aktivhost DPAOs u
koncentraciji od 3-93,7 mg NO,-N/L (Peng i sur. 2011; Zhou i sur., 2007; Saito i sur., 2004;
Meinhold i sur., 1999), kao i da rijeSenje tog problema moze biti u impulsnom dodavanju NO»-
N niske koncentracije (Taya i sur., 2013; Ma i sur., 2013; Vargas i sur., 2011).

U pokusima zavrsnog rada, uz NO,-N kao akceptor elektrona je u statickom periodu procesa
postignuto uklanjanje KPK 15-18%, a u anoksi¢noj fazi se odvijalo istovremeno uklanjanje
KPK, N i P (Slike 3-5). Sli¢ne rezultate istrazivanja su postigli Jena i sur. (2016) koji su provodili
denitrificiraju¢u defosfataciju sa anoksicno-aerobnom konfiguracijom sa NOs-N kao elektron
akceptorom u SBR reaktoru tijekom 180 dana i postigli istovremeno uklanjane KPK, N i P u
anoksicnoj fazi.

Profil pH vrijednosti (Slike 3-5) je bio tipic¢an za anoksicni period EBPR procesa, vrijednost pH
je rasla s pocetnih 7,6-7,8 na maksimalnih 8,8-9,4. Po zavrSetku denitritacije, vrijednost pH se
lagano smanijila. Suprotno literaturnim navodima da se pri pH 8,5 odvija taloZenje PO4-P (Li i
sur., 2018), u ovim pokusima je sav POs-P uklonjen mikrobnim unosom u stanice Sto se vidi
po tome Sto je po zavrSetku pokusa ostalo viSe od 3,4 mg PO4-P/L iako je u ranoj fazi procesa
pH>8,5 (Slike 3-5).

Provodenjem pokusa denitrificiraju¢e defosfatacije uz NO,-N kao akceptor elektrona (Slike 3-
5) vidljiva je sprega elektron akceptora i unosa P, jer iscrpljivanjem NO,-N u tocki potpune
denitritacije postize se maksimalni unos P.

Pitanje je Sto bi se postiglo dodatnim impulsnim dodavanjem NO,-N u toj tocki procesa.

4.2. Denitrificirajuca defosfatacija uz NOs-N kao akceptor elektrona u
staticko/anoksicno vodenom procesu

Pokusi denitrificirajuce defosfatacije uz NOs-N kao akceptor elektrona su provedeni pri omjeru
N/P 2, uz pocetnu koncentraciju 10 mg PO4-P/L, i pri odabranom omjeru C/N 3 i 5 (Tablica 6).

Tablica 6. Uklanjanje C, N i P tijekom denitrificirajuce defosfatacije uz NOs-N kao akceptor
elektrona u staticko/anoksi¢no vodenom procesu

staticki uvjet anoksican uvjet — NO3-N akceptor elektrona

KPK uklanjanje | P unos N uklanjanje KPK uklanjanje
C/N3 18 % 50,9 % 40,6 % — nakupljen NO,-N 81,5 %
C/N5 20 % 43,2 % | 100 % — nakupljen i utrosen NO,-N 56,3 %
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Tijekom statickog perioda procesa (4 sata), uz natrijev acetat dodan na pocetku procesa za
odabrani omjer C/N 3 i 5, ostvareno je smanjenje KPK od 18% odnosno 20% (Tablica 6),
slicno kao i u pokusima sa nitritom kao akceptorom elektrona kad je zabiljezeno smanjenje
KPK 15-18% (Tablica 5, Slike 3-5).

Promjene KPK, NOs-N, PO4-P, NO,-N, kao i pH za istrazene odabrane omjere C/N 3 i 5 u
procesu denitrificiraju¢e defosfatacije uz NOs-N kao akceptor elektrona u staticko/anoksi¢no
vodenom procesu su prikazani slikama 6 i 7. U anoksicnom periodu procesa zbivao se
istovremeno unos P, denitrifikacija uz prevodenje NO3-N u NO,-N kao i smanjenje
koncentracije NO,-N i smanjenje koncentracije KPK (Tablica 6, Slike 6 i 7).
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Slika 6. Promjene KPK (staticki i anoksicni period procesa), NOs-N, PO4-P, NO>-N i pH (anoksicni
period procesa) tijekom procesa denitrificirajue defosfatacije uz NOs-N kao akceptor elektrona

u stati¢ko/anoksi¢no vodenom procesu, pri N/P 2 i C/N 3.
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Slika 7. Promjene KPK (staticki i anoksicni period procesa), NOs-N, PO4-P, NO2-N i pH (anoksicni
period procesa) tijekom procesa denitrificirajue defosfatacije uz NOs-N kao akceptor elektrona

u stati¢ko/anoksi¢no vodenom procesu, pri N/P 2 i C/N 5.

U procesu denitrificirajuce defosfatacije uz NOs-N kao akceptor elektrona, pri omjeru C/N 3 i
N/P 2, tijekom anoksi¢nog perioda procesa pri pocetnoj koncentraciji 10 mg PO4-P/L omjer
C/N 3 ne osigurava dovoljno organskih sastojaka za potpunu denitrifikaciju. Zbiva se
prevodenje NOs-N u NO»-N i njihovo troSenje uz istovremeno iscrpljivanje KPK i unos P.
Preostaje NOs-N u procesu, a ostvaruje se unos P od 50,9% (Slika 6, Tablica 6). Pri omjeru
C/N 3 u 4,75. satu procesa je utroSen raspolozivi KPK, preostalo je svega 33,2 mg KPK/L.
Denitrifikacija i unos P u stanice DPAOs su se odvijali dok je bilo raspoloZivog ugljika, i pri tome
je ostvareno 62,3% uklanjanje NOs-N uz nakupljanje 4,5 mg NO,-N/L, sto Cini 40,6%
uklanjanja N, uz 50,9% uklonjenog P.

22



Brzina uklanjanja NOs-N je iznosila 17,2 mg NOs-N/Lh. Pri omjeru C/N 3 i denitrifikacija i
uklanjanje P su bili limitirani nedovoljnom koli¢inom elektron donora. Uklanjanje P se odvijalo
brzinom 6,9 mg P/Lh (Slika 6).

U pokusu denitrificirajue defosfatacije uz NOs-N kao akceptor elektrona pri omjeru C/N 5
organski sastojci su dodani u suvisku potreba, jer je tijekom anoksi¢nog perioda procesa
uklonjeno svega 56,3% KPK preostalog nakon statickog perioda. Na kraju anoksi¢ne faze
preostalo je 122,9 mg KPK/L. Organski sastojci dodani u suviSku osigurali su potpunu
denitrifikaciju ali pri tome je ostvaren unos P od svega 43%. Tijekom denitrifikacije NOs-N se
prevodio u NO»-N, te tijekom procesa utrosSio sav NO.-N (Slika 7, Tablica 6).

Brzina denitrifikacije je iznosila 18 mg NOs-N/Lh. Tijekom procesa, redukcijom NO3-N
nakupljeno je maksimalno zabiljeZene vrijednosti 5 mg NO,-N/L, koji su se zatim potpuno
reducirali (Slika 7). Uklanjanje P se odvijalo pri 2 brzine, tijekom prvih 15 min anoksi¢nog
uvjeta uklonjeno je 33,3% P, a u narednih 45 min joS 17,6%. Ukupna brzina uklanjanja P je
iznosila 4,8 mg P/Lh.

Profil pH u pokusu denitrificiraju¢e defosfatacije uz NOs-N kao akceptor elektrona je pri
omjerima C/N 3 i 5 pokazao trend porasta vrijednosti pH tijekom denitrificiraju¢e defosfatacije.
Buducdi da su pri omjeru C/N 3 oragnski sastojci utroseni u 4,75. satu, upravo tada je zabiljezen
vrhunac pH vrijednosti od pH 8,4, a nakon toga se pH vrijednost lagano smanjivala (Slika 6).
Pri omjeru C/N 5 vrijednost pH je rasla od pocetka anoksicnih uvjeta do kraja pokusa, kada je
zabiljezena vrijednost pH 8,7 (Slika 7).

Rezultati pokusa denitrficirajuée defosfatacije u staticko-anoksicnom rezimu sa NO>-N i NOs-N
kao akceptorima elektrona pokazuju da je manja potreba na organskim sastojcima sa nitritom
kao akceptorom elektrona u odnosu na nitrat (Tablice 5 i 6, Slike 3-7), Sto je u suglasju sa
literaturom (Pan i sur., 2017; Rubio-Rincon i sur., 2017; Zeng i sur., 2016; Zhou i sur., 2010).
U pokusima denitrificiraju¢e defosfatacije u staticko/anoksicnom rezimu vodenja procesa uz
NO2-N i NOs-N kao akceptore elektrona i pri odabranom omjeru N/P 2 (Slike 3-7), potpuno
uklanjanje N je ostvareno pri omjeru C/N 3 sa NO»-N kao akceptorom elektrona, odnosno pri
omjeru C/N 5 sa NOs-N kao akceptorom elektrona. Takoder, sa nitritom je postignuto vece
uklanjanje P od 75+1%, a sa nitratom je ostvareno 43,2%-50,9% uklanjanje P.

Ti ostvareni rezultati su u suprotnosti sa Zhou i sur. (2010) koji su postigli ve¢e uklanjanje P
sa nitratom kao akceptorom elektrona u odnosu na nitrit.

Nadalje, u pokusima sa NO,-N kao akceptorom elektrona su zabiljezene veée brzine uklanjanja
i N'i P: 26,2 mg NO»-N/Lh, 26 mg NO»-N/Lh i 23 mg NO»-N/Lh, te 11,9 PO4+-P/Lh, 11,7 POs-
P/Lh i 9,2 mg PO4-P/Lh pri istrazenim odabranim omjerima C/N 3, 5i 7, u odnosu na NOs-N
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kao akceptor elektrona kada je postignuto: 17,2 mg NOs-N/Lh i 18 mg NOs-N/Lh, te 6,9 mg
PO4-P/Lh i 4,8 mg PO4-P/Lh za istrazene odabrane omjere C/N 3 i 5 (Slike 3-7).

Ovi rezultati sugeriraju da je nitrit povoljniji akceptor elektrona u procesu denitrificirajuce
defosfatacije u stati¢ko-anoksi¢noj konfiguraciji.

Jena i sur. (2016) su u anoksi¢no-aerobnoj konfiguraciji procesa zabiljezili istovremeno
uklanjanje KPK, NOs-N i PO4-P u anoksi¢nim uvjetima, pri KPK/NOs-N omjeru 4, i postigli
uklanjanje NOs-N, PO4-P i KPK od 98%, 86% i 72% na kraju anoksi¢ne faze. I u njihovim
rezultatima je vidljivo najintenzivnije uklanjanje P u prvoj tredini anoksi¢ne faze, a zatim se
uklanjanje P odvijalo manjim intenzitetom.

Rubio-Rincon i sur. (2017) istiCu vaznost GAOs u procesu denitrificiraju¢e defosfatacije.
Sugeriraju da druge mikrobne populacije, poput GAOs, reduciraju nitrat do nitrita, a da PAOsI
koriste nitrit za unos P u svoje stanice. Prethodna istrazivanja su se usuglasila da PAOsI koriste
nitrat i/ili nitrit kao akceptor elektrona, a PAOSII koriste samo nitrit (Oehmen i sur., 2010;
Flowers i sur., 2009; Carvalho i sur., 2007).

4.3. Dokazivanje poliP — bojanjem po Neisseru
Bojanjem po Neisseru (Eikelboom i van Buijsen, 1983) dokazan je poliP (Slika 8). PoliP se vidi

ljubicasto, a ostale stani¢ne komponente su zuckasto-smede.

Slika 8. PoliP unutarstani¢no pohranjen u DPAOs (bojanje po Neisseru, opticki mikroskop)
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5. ZAKLIJUCCI

Temeljeno na rezultatima prikaznim u ovom radu i provedene rasprave proizlaze zakljucci:

1. DPAOs provode proces denitrificirajuce defosfatacije u konfiguraciji staticki/anoksicni
uvjet uz NO>-N i NOs-N kao akceptore elektrona i natrijev acetat kao donor elektrona
dodan u omjeru C/N 3, 5 7, pri omjeru N/P 2, pri pocetnoj koncentraciji 15 mg PO4-P
uz NO2-N, odnosno pocetnih 10 mg PO4-P/L uz NOs-N kao akceptor elektrona

2. Tijekom statickog perioda procesa denitrificiraju¢e defosfatacije (tijekom prvih 4 sata
procesa) zbiva se unos organskih sastojaka, smanjuje se koncentracija KPK za 15-20%
ali nema otpustanja PO4-P

3. U anoksi¢nom periodu procesa unos PO4-P i uz NO2-N i uz NOs-N kao akceptore
elektrona je intenzivniji tijekom prvih 15-30 minuta anoksi¢nih uvjeta, a zatim se
uklanjanje P odvijalo manjim intenzitetom

4. Vece uklanjanje P od 75+1% postignuto je s NO2-N, dok je s NOs-N ostvareno 43,2%-
50,9% uklanjanje P
Bojanjem po Neisseru dokazan je unutarstani¢no pohranjen poliP

6. U pokusima sa NO,-N kao akceptorom elektrona su zabiljezene vece brzine uklanjanja
i NiP: 26,2 mg NO-N/Lh, 26 mg NO2-N/Lh i 23 mg NO.-N/Lh, te 11,9 PO4s-P/Lh, 11,7
PO4+-P/Lh i 9,2 mg PO4-P/Lh pri istrazenim odabranim omjerima C/N 3, 5i 7, u odnosu
na NOs-N kao akceptor elektrona kada je postignuto: 17,2 mg NO3z-N/Lh i 18 mg NOs-
N/Lh, te 6,9 mg PO4-P/Lh i 4,8 mg PO4-P/Lh za istrazene odabrane omjere C/N 3i 5
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Izjava o izvornosti

Izjavljujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam
koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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